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RESUMO

A produ¢ao de carne no pais é baseada na alimenta¢do dos bovinos a pasto e por
este motivo é crescente o interesse por novas alternativas que potencializam a
produtividade das gramineas, como por exemplo a utiliza¢ao de bioinsumos
formulados a partir de bactérias promotoras de crescimento. O objetivo da
pesquisa foi avaliar a influéncia da inoculac¢do com as estirpes Azospirillum
brasilense (AbV-5 e HM@53), Azospirillum sp. (L4@), Azospirillum Lipoferum
(Sp59) e Herbaspirillum seropedicae (SmR1) no desenvolvimento inicial da
graminea forrageira de Urochloa brizantha BRS Piata. Para isto foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 6 tratamentos, cinco bactérias
e o controle nao inoculado, com trés repeti¢des. Os parametros avaliados foram:
comprimento de raiz (cm); comprimento de parte aérea (cm); raiz secundaria
(unidade); massa da raiz fresca (mg); massa da raiz seca (mg); massa da parte
aérea fresca (mg) e massa da parte aérea seca (mg). As bactérias que
apresentaram melhores resultados como inoculantes de Urochloa brizantha BRS
Piata foram Herbaspirillum seropedicae (SmR1), Azospirillum brasilense (HM@53)
e Azospirillum Llipoferum (Sp59). Nossos resultados indicaram que estudos
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complementares devem ser realizados para confirmar a potencialidade desses
isolados como promotores de crescimento de forrageiras no campo.

Palavras-chave: Fixac¢ao Bioldgica de Nitrogénio; Bactérias Diazotrodficas;
Gramineas Forrageiras

ABSTRACT

The meat production in the country is based on cattle feeding on pasture and
for this reason there is growing interest in new alternatives that enhance the
productivity of grasses, such as the use of bio-inputs formulated from growth
promoting bacteria. The research goal was to evaluate the influence of
inoculation with Azospirillum brasilense strains (AbV-5 and HM@53),
Azospirillum sp. (L4@), Azospirillum Llipoferum (Sp59) and Herbaspirillum
seropedicae (SmR1) in the initial development of the forage grass Urochloa
brizantha BRS Piata. For this, a completely randomized design was used, with 6
treatments, five bacteria and the control (without inoculation), with three
replications. The parameters evaluated were: root length (cm); aerial part
length (cm); secondary root (unit); fresh root mass (mg); dry root mass (mg);
mass of fresh aerial part (mg) and mass of dry aerial part (mg). The bacteria
that showed the best results for Urochloa brizantha cv. Piata were
Herbaspirillum seropedicae (SmR1l), Azospirillum brasilense (HMO53) and
Azospirillum Lipoferum (Sp59). Our results indicated that complementary studies
should be carried out to confirm the potential of these isolates as forage
growth promoters in the field.

Keywords: Biological Nitrogen Fixation; Diazotrophic Bacteria; Forage Grasses

INTRODUCAO

A produ¢ao de carne no pais é baseada na alimenta¢ao dos bovinos
a pasto e por este motivo, tem aumentado o interesse por novas
alternativas que potencializam a produtividade das gramineas, como por
exemplo, a utiliza¢ao de inoculantes contendo bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV). Os altos custos dos fertilizantes quimicos
e a demanda crescente por uma agricultura sustentdvel, sdo as principais
razoes pela busca de alternativas vidveis e com menor emissao de
poluentes ao meio ambiente, como o uso de bioinsumos on farm (GUIMARAES
et al., 2011; HUNGRIA, 2011; DIAS-FILHO, 2014).

A alimenta¢ao dos bovinos ocupa dreas extensas e em sua grande
maioria é a base de gramineas tropicais, dentre elas os géneros que mais
se destacam: Urochloa e Panicum (GUIMARAES et al., 2011). O sistema
produtivo tradicional é baseado na utiliza¢ao de grandes volumes de
fertilizantes quimicos para obtenc¢ao de produtividades altas (HUNGRIA,
2011). A utilizacdo de inoculantes bacterianos consiste em uma
alternativa vidvel para o incremento de produtividade com redugao de
custos (VILELA, 2018).

As BPCV caracterizam-se por serem micro-organismos capazes de
proporcionar a coloniza¢ao da superficie das raizes e por consequéncia
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estimular o crescimento vegetal e desenvolvimento das plantas por
mecanismos diretos e indiretos. Na promo¢ao de crescimento direto, as
BPCV favorecem a planta hospedeira com compostos que facilitam a
absor¢ao de nutrientes, solubilizar fdsforo, produzir siderdéforos que
vem a solubilizar e sequestrar ferro, sintetizam hormbénios, como
auxinas, citocininas e giberelinas, melhoram os estdagios de crescimento
ou sintetizam enzimas que modulam o crescimento e desenvolvimento das
plantas, além da fixa¢ado biolégica de nitrogénio (FBN) (LUCY et al.,
2004; GRAY E SMITH, 2005; HUNGRIA, 2011, GLICK, 2012; ETESAMI e
MAHESHWARI, 2018).

Ja na promo¢ao indireta as BPCV reduzem a infesta¢do de patdgenos
por meio da inducao de resisténcia sistémica, podendo reduzir as
comunidades de micro-organismos fitotdxicos (KLOEPPER, 1993; NIRANJAN
et al., 2006; VAN LOON, 2007; ETESAMI e MAHESHWARI, 2018).

As BPCV podem proporcionar modificag¢des produtivas nas culturas,
por meio da produ¢ao de horménios que por sua vez auxiliam na morfologia
radicular, facilitando a maior captacao de diferentes extratos férteis
presentes no solo (PARREIRA et al., 2015).

As bactérias que habitam o solo e que sao frequentemente
encontradas nas praticas de coleta e isolamento, sendo utilizadas como
potencial bioinsumo para inocula¢ao pertencem aos géneros: Pseudomonds,
Azospirillum, Herbaspirillum e Rhizobium. Além de auxiliar nos processos
de germina¢ao das sementes, crescimento e desenvolvimento das plantas é
possivel observar a influéncia desses géneros no controle bioldgico de
micro-organismos patogénicos (ARAUJO et al., 2012).

As interacdes entre bactérias e plantas sdo determinantes para
a saude das plantas e para a fertilidade do solo (CHANDRA et al., 2018)
e sao amplamente estudadas visando determinar quais estirpes sao viaveis
e seus efeitos benéficos no solo e na produtividade das culturas
(RAMAKRISHNA et al., 2019).

Nesse contexto, o objetivo da pesquisa foi avaliar a influéncia
da inoculacdo das estirpes Azospirillum brasilense (AbV-5 e HM@53),
Azospirillum sp. (L4@), Azospirillum Lipoferum (Sp59) e Herbaspirillum
seropedicae (SmR1) no desenvolvimento inicial das gramineas forrageiras
Urochloa brizantha cv Piata.

MATERIAL E METODOS

0 experimento foi realizado no Laboratério de Bioensaios da
Universidade Estadual de Goias - Campus Central de Ciéncias Exatas e
Tecnolégicas Henrique Santillo no municipio de Anapolis/GO. As sementes
das gramineas foram obtidas por doag¢ao de lotes comerciais e foram
separadas manualmente das sujidades para obteng¢ao de sementes puras.

As bactérias utilizadas foram: o isolado Azospirillum sp. L40,
pertencente ao banco de micro-organismos do Laboratdério de Bioensaios,
a estirpe comercial Azospirillum brasilense Abv-5, o Azospirillum
brasilense HMO53, o Herbaspirillum seropedicae SmR1 e Azospirillum
Lipoferum Sp59, que foram gentilmente cedidas pela Universidade Federal
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do Parana. A estirpe HMO53 é um mutante espontaneo capaz de fixar
nitrogénio constitutivamente e secreta-lo na forma de aménio (Machado
et al., 1991).

Os experimentos foram realizados em Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC). Para Urochloa brizantha cv. Piata foram 6
tratamentos, sendo cinco bactérias e o controle (sem bactéria), com trés
repeticdes.

Preparo das sementes

As sementes foram desinfetadas através da imersdo em 50 mL de
alcool 70% durante 5 minutos, seguidas de enxague em agua destilada,
imersas em 50 ml de hipoclorito de sédio a 6% e Tween a 90,1%. Apos 30
minutos foram lavadas em agua destilada por 10 vezes e imersas em 50 ml
de agua destilada com 12,5 microlitros do fungicida vitavax, cujo grupo
quimico é carboxanilida (Carboxina) e Dimetilditiocarbamato (Tiram),
durante 24 horas.

Para o processo de germina¢ao, as sementes foram colocadas em
placas de Petri contendo papel filtro umedecido previamente com 4 mL de
agua destilada estéril, e com o auxilio de uma pin¢a 80 sementes foram
depositadas por placas. Apds esse processo, as placas foram fechadas,
envolvidas em plastico filme e colocadas na estufa no escuro para
germinag¢do por dois dias a 40°C. A taxa de germinacao foi de 40%.

Preparo dos inoculantes e inocula¢ao das sementes

Todos os inoculantes foram preparados em meio NFbHP-Lactato
(PEDROSA e YATES, 1984) por um periodo de 24 horas sob agita¢ao (140
rpm) e a 37°C.

As sementes germinadas foram inoculadas por imersao durante 30
minutos em meio contendo 10% células. O controle foi imerso em 4&agua
destilada estéril durante o mesmo periodo. Apds inoculadas 15 sementes
pré-germinadas foram dispostas de forma equidistante em papel Germitest,
em seguida foram feitos rolos com este papel e colocados em copos de
vidro de capacidade de 3@@mL (como um suporte). Toda a montagem do
sistema de cultivo das plantulas foi feita em condi¢des estéreis. Em
seguida, os rolos (acondicionados em sacos plasticos estéreis) foram
posicionados verticalmente na incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand)
durante 7 dias a 32°C, sendo 16 horas de luz e 8 horas de escuro.

Avaliacao fenotipica das plantulas

As plantas inoculadas e as plantas controle foram avaliadas a
partir do comprimento total, massa fresca e seca, da raiz e parte aérea.

0 comprimento da raiz e parte aérea foi determinado por meio de
régua graduada e os resultados expressos em centimetros. Foi mensurado
as raizes secundarias, por meio de contagem, considerando todas as
raizes exceto a primdria, os resultados foram expressos em unidade.
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A massa fresca e seca da raiz e parte aérea foi determinada em
balanca analitica e os resultados foram expressos em miligrama (mg).
Para determinagao da massa seca a raiz e a parte aérea foram
acondicionadas em sacos de papel kraft separadamente e submetidas a
secagem em estufa a 65°C por 48 horas, os resultados foram expressos em
mg/raizes seca e mg/parte aérea seca para a andlise estatistica de
dados.

Os dados obtidos foram testados quanto a homocedasticidade,
utilizando o teste de Levene, e quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Mediante isto, foram submetidos a andlise de variancia
(p<9,05) e, quando significativos, foi realizado teste Tukey a 5% de
probabilidade. Para as andlises estatisticas foi utilizado o Software
SISVAR 5.6. e R 3.5.3 (FERREIRA, 2014; R CORE TEAM, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao avaliar a eficiéncia das bactérias diazotréficas em Urochloa
brizantha cv. Piata houve diferen¢a significativa para as varidveis
massa seca da parte aérea (MSPA), massa fresca de raiz (MFR), massa seca
de raiz (MSR) e no nldmero de raizes secundarias (RS) (Tabela 1). Nao
apresentando diferen¢a estatistica significativa para comprimento de
raiz, parte aérea (cm) e massa fresca da parte aérea, sendo assim, ndo
foi realizado teste de compara¢ao de médias.

A partir dos resultados de MSPA nota-se que as bactérias
Azospirillum brasilense (HM@53) e Herbaspirillum seropedicae (SmR1)
foram as mais responsivas em Urochloa brizantha cv. Piata, sendo a HM@53
a que apresentou menor desvio padrdo, e se comparado ao controle obteve
um incremento de 31,39% para a massa seca da parte aérea.

Nesse estudo nao houve influéncia de demais micro-organismos,
consequentemente o efeito observado é inerente ao sistema montado entre
bactéria e semente de cada graminea em questdo, sem influéncia da
microbiota do solo, por exemplo.

0 aumento da MSPA no tratamento HMO53, pode estar relacionado
nao somente com a FBN, mas também com a produgao de fitorménios
promovendo o crescimento vegetal através do aumento da capacidade de
absor¢ao de agua e demais nutrientes. Além disso, plantas de milho
inoculadas com a HM@53 foram capazes de captar mais manganés, havendo
um aumento da concentra¢ao deste nutriente nas folhas, o que levou a um
aumento proporcional na concentra¢do de clorofila (HOUSH et al., 2022).

De acordo com os relatos de Dartora et al. (2013), ao avaliarem
gramineas inoculadas com a espécie A. brasilense observaram melhor
desenvolvimento das plantas comparado ao controle, em que as plantas
inoculadas obtiveram maior quantidade de matéria seca de parte aérea e
maior produtividade. A bactéria HMO53, inoculada em trigo, proporcionou
aumento significativo de 30% e 49% da MSR e MSPA, respectivamente,
quando comparado ao controle (SANTOS et al., 2017).

Assim, como foi observado uma resposta positiva desta estirpe a
planta modelo Setaria viridis (uma graminea C4), no qual se comprovou
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que o N constitutivamente fixado pela HMO53 era incorporado pela planta,
0 que pode estar diretamente associado ao melhor desempenho da HM@53
como BPCV comparado as demais estirpes avaliadas (PANKIEVICZ et al.,
2015).

Chaves (2015) ao avaliar o efeito de bactérias diazotréficas no
desenvolvimento inicial de cana-de-ag¢ucar, concluiu que a resposta das
inocula¢bes de Herbaspirillum seropedicae individual ou em conjuntos
com outras bactérias, proporcionou resultado superior na producao de
massa seca de parte aérea. Fatos em consonancia com o presente trabalho.
De acordo com Brito (2019) sementes de milho inoculadas com A. brasilense
apresentaram plantulas com maior diametro de colmo, massa seca foliar e
volume de raiz.

Ja para a MFR o tratamento sem inoculacao obteve as maiores
médias, seguido da Azospirillum Lipoferum (Sp59), Herbaspirillum
seropedicae (SmR1), entretanto, o tratamento controle apresentou alto
desvio padrao, o que evidencia a grande varia¢ao da massa de raiz, ou
seja, ele ndo obteve padrdo entre as médias das plantulas (Tabela 1).

Ao avaliar a massa seca da raiz (MSR) nota-se que o tratamento
Herbaspirillum seropedicae (SmR1) apresentou melhores resultados.
Segundo Neiverth et al. (2014) o Herbaspirilum seropedicae, usado na
cultura do trigo, apresentou resultados positivos no peso de raizes,
entretanto, apenas alguns gendtipos foram responsivos, o que justifica
que o gendtipo da planta é um fator chave na obten¢ao dos beneficios de
bactérias endofiticas (REIS JUNIOR et al., 2000).

Uma varidvel extremamente importante quando se avalia a
inoculac¢ao de plantulas é o estimulo de produ¢ao de raizes secundarias.
No presente trabalho as plantulas inoculadas com as bactérias
Azospirillum brasilense (HMO53) e Azospirillum Lipoferum (Sp59)
apresentaram maior numero de raizes secundarias, demonstrando
desenvolvimento satisfatério. Nota-se que ambas apresentaram incremento
de mais de 30% de raizes secunddrias se comparado com o tratamento sem
inoculacao.

De acordo com Rozier (2019) a inoculag¢ao de A. Llipoferum em
sementes de milho proporcionou melhor desenvolvimento das raizes, com
maior numero de raizes secundarias. Dado este semelhante ao presente
trabalho (Tabela 1).

E sabido que o Azospirillum atua induzindo diferencas
morfolégicas nos pélos das raizes, tais mudan¢as sao respostas das
plantas aos metabdlitos bacterianos, indicando a relac¢ao positiva entre
a planta e o Azospirillum, o que o torna uma espécie promissora como
biofertilizante (EGORENKOVA et al., 2000, SIGIDA et al., 2019). O
aumento de 30% é um valor satisfatério ao pensar em reproduzir o uso
desse biofertilizante a campo em culturas comerciais, além de gramineas
forrageiras como no estudo apresentado. Além disso, esta em voga a busca
por fontes alternativas de aumento de produtividade e redu¢ao de custos
de producao aliado a sustentabilidade, sendo assim os biofertilizantes
sdao uma solug¢ao para esta busca, podendo reduzir e/ou substituir os
fertilizantes quimicos por insumos eco-friendly @ com  melhor
beneficio/custo para o produtor.
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Tabela 1 - Efeito da inoculacdo de plantulas por bactérias diazotréficas na massa seca de parte aérea (MSPA),
massa fresca de raiz (MFR), massa seca de raiz (MSR) e raiz secundaria (RS) de capim Urochloa brizantha cv.
Piata. Os dados representam médias * desvio padrao. Médias seguidas de letras maiusculas diferem estatisticamente,
sendo A o maior valor no parametro avaliado e B o menor, segundo o teste Tukey a 5% de probabilidade.

N°de RS
(und)

Bactérias MSPA MFR MSR
(mg) (mg) (mg)

A. brasilense (AbV-5) 3,2610,80 ab 18,03+2,37 Ab 6,22+0,24 ab 23,77+13,06 ab

A. brasilense (HMO53) 4,27+0,20 a 12,68+1,41 B 6,04+0,27 ab 40,28+7,54 a
Azospirillum sp. (L40) 4,08+0,30 ab 12,74+0,94 B 5,47+0,03 b 14,95+3,14 (o
A. Llipoferum (Sp59) 3,7340,32 ab  19,09+1,73 A 6,1240,34 ab 37,1043, 35 a
H. seropedicae (SmR1) 4,24+0,50 a 18,98+1,49 A 7,031+0,57 a 31,99+3,27 ab
Controle nao inoculado 2,9310,30 b 19,42+4,15 A 5,75+0,50 b 25,22+3,50 ab
Coeficiente de variacao 12,06 13,51 6,14 23,30

(cv) (%)
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CONCLUSAO

As bactérias que mais promoveram crescimento para o capim-piata
foram: Herbaspirillum seropedicae (SmR1l), Azospirillum brasilense
(HM@53) e Azospirillum Llipoferum (Sp59), indicando como potenciais
biofertilizantes para gramineas.

Neste trabalho foi observado os efeitos da inocula¢ao de
diferentes espécies de bactérias em sistema in vitro e por 1isso sem
demais influéncias externas, porém no futuro é relevante testar estes
tratamentos em campo para se aproximar das condi¢des de cultivo
pastoril.
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